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EMULSION IMMUNOSTIMULANTE 

L'invention conceme te domaine des vaccins et plus partiojlidrement les 
5 adjuvants de vacdns. 

Les vaccins, qu'ils soient prophylactiques ou thdrapeuttques, sont 
destines a stimuler le syst§me immunitaire de rorganisme humain ou animal 
auquel ils sont administrSs, la reponse du systeme immunitaire pouvant &tre 
soit une reponse de type humorale (production tfanticorps), soit une rSponse 

10 3e type cellulaire, soit encore une combinaison des 2 types de r§ponses. De 
fagon classique. depuls de nombreuses annees, la vaccination a consiste a 
administrer d un organisme une version non pathbgdne d'un mlcrD-organisme 
de fagon & preparer le syst&me immunitaire d r6agir efficacement dans le cas 
o£i rorganisme serait amend ultdrieurement k rencontrer le m&me micro- 

IS organisme. dans sa version pathog&ne. L'antlgdne administrd lors de la 
raccination peut.dtre de diffdrentes natures : micro-organisme tu6 entier ou 
fragments, souche vivante attdnude du miao-organisme, fractions 
antigeniques du micro-organisme ou encore polynucleotides susceptlbles de 
oonduire & Pexpression par rorganisme d'une flection antigSnique. 

20 Depuls dejd longtemps, on a cherchd a augmenter ia r6ponse du 

systdme immunitaire ou S modifier sa nature, non pas simplement en agissant 
sur rantig6ne.admin{stre ou sur son mode d'administration. mais egalement en 
iul adjoignant des substances immunostimulatrlces ou adjuvants. Depuls 
radQuvant complet de Fr iaund, de nombreux produits ont €16 testds, notamment 

25 des sels minSraux (tels que le chtorure de zinc, le phosphate de calcium, 
I'hydroxyde d'alumlnium ou encore le phosphate d'aluminium par exempie), des 
saponines, des polymeres, des lipides ou des fractions lipidiques( Lipide A, 
Monophosphoryl Lipid A),...etc. Cependant, peu d'entre eux presentent toutes 
les caractSristiques souhaitees : §tre de bons immuno-adjuvants, stables, mais 

30 sans risque de toxicite. 

On connalt' d'autre part, par la demahde WO 96/02555, des 
oligonucleotides pouvant avoir une activity immunostimulatrice, ces 
oligonudtotides pouvant dtre administrds comma adjuvant vaccinal. Cette 
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ref6rence mentlonne egalement la possibility d'associer k ces oiigonudtetides 
par liaison ionlque. c»vaiente ou .par encapsulation, des moyens pour cibler 
radmlnistration de I'oligonuclSotide. De tels moyens peuvent 6tre notammenl 
constltuSs de sterol, de lipide (par exemple un lipide cationique. un virosome 
5 ou un liposome) ou un agent de liaison spdcifique A la cellule-cible (par 
example un liant reconnu par un rficepteur spScifique de la ceIlul6Ka*ble). Cette 
demande mentlonne encore, pamni toutes les variantes d'utilisation des 
polynucl6otide8 dicrits, la possibility de les adminlstrer en oonjonction avec un 
v6hlcule porteur phamiaceutiquement acceptable. Cette demande n'Identifie 

10 pas de vdhicule comme dtant d'un Int6r§t particulier mals en donne una liste 
Indicative et cite d cet dgard notamment les solutions, les solvants. les milieux 
de dispersion, les agents-retard, les 6mulsions et autres; I'utilisation de tels 
milieux pour des substances pharmaceutlquement actives etant mentionnde 
comme dtant bien connue dans ce domaine. 

15 Selon I'enseignement de ce document, la quantity d'oligonucleotides 

administree doit ffetre en quantite suffisante pour r^aliser I'effet biologique 
recherchd. 

Or, les auteurs de la prSsente invention ont trouve que, de fagon tout d 
fait inattendue, 11 etait possible d'accroitre fortement Peffet immunoadjuvant 
20 d'un ollgonuclSotide. sans 6lre obligd d'accroitre la quantity d'oligonucl6otldes 
ou la quantity d'antigSnes administree. 

Pour atteindra ce'but, I'invention a pour objet une Emulsion Immunostimulante 
du type huile dans eau, comprenant au moins une phase aqueuse et une 
phase hulleuse, caractdrisde en ce qU'elle comprend en outre au moins un 
25 polynucleotide Immunostimulant dont au moins une partie est collide de fa9on 
covalente d au moins une molecule llpidique. 

Aux fins de I'invention, on entend par Emulsion de type huile dans eau. 
une dispersions de gouttelettes d'huile dans une phase aqueuse pouvant 6tre 
30 constitute par du tampon tel que le tampon PBS. La phase hulleuse est 
constitute par une.huiie pharmaceutlquement acceptable, qui peut dtre une 
huile mindrale, animate ou vdgdtale. De prtfirenee. on utilise une huile 
mttabollsable telle que le squaltne, les esters (notamment I'oltate d'tthyle, le 
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myristate d'isopropyle), une huiie vegetale{ par exemple I'hull© da ricin. Thuile 
de toumesol, rhuila d'olive...)ou encx)re une huile vegdtale modified (ex : les 
macrogol glycerides). On peut, notamment, obtenir una Emulsion satisfaisante 
en m6langeant 500 mg de squal^e d 10 ml de tampon PBS dans un appareil 
5 tel qu'un ULTRA-TURRAX^, puis en microfluidisant ta dispersion obtenue 
grace k un microfluidiseur tel que le Microfluidics^, ce qui permet obtenir des 
particules huileuses dont le diamdtre est inferieur d 200 nm. 
Afin de faciliter la formation de Fdmulsion, il est possible d'utitiser en outre un 
agent tensio-actif , notamment un agent tensio-actif dont la valeur HLB 

10 balance Hydrophiie/Upophlle) est comprise entre 6 et 14. 11 est notamment 
possible d'utiliser un agent tensio-actrf chotsi parmi la iiste des produrts 
suivants : les esters de sorbitan et les polysorbates, {'huile de ridn dthoxyl^ 
hydrogenee ou noa I'adde stearique dthoxyie, I'alcool oldique 10 OE, ralcool 
cdtostSarylique 20 OE, le stearate de glycirol, le stearate de propylene glycol, 

IS les IScithines, le lauryl sulfite de sodium, le stdarate de sodium, le cocoate d^ 
glycerol dthoxyleJOE , les esters de glycerol dthoxyids, les addes o!§lques 
6tho3^lds, I'olSate de mannltan. On a obtenu de particulierement bons rdsultats 
en utilisant du TWEEN ™ 80. 

USmulsion obtenue est considiree immunostimulante si elle est capable de 
20 provoquer ou d'accroltre la stimulation du systeme immunltaire, par exemple 
lors de son administration conjointement a un antigdne vaccinal. Dans cette 
application, r^mulsion est utilisee comme immuno-adjuvanL 
Cette acUvitd immuno-adjuvante peut s'exprimer de diffdrentes fapons : 

- rendre visible la rdponse du syst&ne Immunitaire d Padministration conjointe 
25 de rantigene et de i'dmuision. alors que la r§ponse & radministration de 

rantig&ne seul ne I'etart pas, 

- accroTtre le degrd de la r6ponse du systfeme immunitaire sans en modifier la 
nature (par exemple : augmenter la quantity d'anticorps pnxluits), 

- modifier la nature de^ la rdponse du systdme immunitaire a Tadministration de 
30 Tantigdne (par exemple, induire une reponse celiulaire alons que 

radministration de Tantigene seul provoquait uniquement une reponse 
humorale), 
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- induire ou accroltre la producHon de cytokines, ou de certalnes cytokines en 
particulier. 



Par "polynucleotide" au sens de la prSsente fnvention. on comprend un 
ollgonuclSotide simple brin ayant de 6 d 100 nudtotldes. de pr6f3rence de 6 d 
30 nucleotides. II peut s'agir d'oligoribonucl6otide, ou d-oligodesoxyribo- 
nucl6o«de. On utilise de pr6f6rence des polynudfiotides comprenant des 
sequences de base a sym6trie Inversde, tel que cela est te cas dans tes 
sequences pallndromiques (cfest-WIre des sequences de type 
ABCDEED'C'BW oC A et A'. B et B'. C et C. D et D' E et P sont des bases 
oompiementaires au sens de Watson et Crick), et plus partioulidrement des 
polynucleotides comprenant au molns une sequence dinucieotidique Cytosine. 
Guanine, dans iaquelle la Cytosine et la Guanine ne sont pas methyiees. Tout 
autre polynucieotWe connu pour 6tre. par sa nature meme. immunostlmulant. 
peut convenir aux fins de rinvention. Ainsi. il est possible egaiement d'utiliser 
les oiigonudeotides immunostimulants decrfts dans la demande de brevet 
W096AJ2555. On a obtenu de particulierement bons resultats en utilisant un 
polynudeotide dont la sequence des bases est la suivante : 
GAGAACGCTCGACCTTCGAT. 

les oiigonudeotides convenant aux fins de I'invention peuvent se 
presenter sous forme de phosphodiester, ou afin d'etre plus stables sous fonne 
de phosphorothioates ou d-hybrides phosphodiester/phosphorothioates. Bien 
qu'il soit possible d'utiliser des oiigonudeotides provenant de sources d'addes 
nudeiques existantes tel que TADN genomique ou le cADN. on prefere utiliser 
des oiigonudeotides da synthftse. AInsi. II est possible d-eiaborer des 
oiigonudeotides sur support solide en utilisant la methode p^yano ethyl 
phosphoramidite (Beaucage. S.L and Canjthers. M.H. Tetrahedron Letters 22. 
1859 - 1862 (1981)) pour I'assemblage 3'.5'. puis on precede S une 
predpitation en ethanol en presence d'ac6tate de sodium 0.3 M non ajuste en 
30 pH (0,3M en final). On effectue ensuite une pr^ipitation par 4 volumes 
cfethanol e 80% suivi d'un sechage avant de proceder i une reprise par de 
reau pure. 
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Les oligonuddotides phosphorothioates ont un des atomes d'Oxygene 
composant la groupement Phosphate qui est remplacd par uh atome de Soufre. 
Leur synthase peut itre effectuda oomme prdcddenvnent decrit, sauf d 
remplacer la solution iode/eau/pyridine tetrahydrofurane qui est utillsee lors de 

5 i*6tape d'oxydatton ndcessaire d la synthtee des liaisons phosphodiester par 
une solution TETD (tetraethylthiuram disulfida) apportant les ions sulfates 
pennettant de produire le groupement phosphorothioate. 

On peut 6galement envisager d'autres modifications des liaisons 
phosphodiesters, des bases ou des sucres. pour modifier les propridtes des 

10 bligonucldotides utilises, et notamment pour accroitre leur stability. 

Selon rinvention, on couple au polynucl^tide au moins une molecule 
iipidique de fagon covalente. Cette molecule lipidique est de preference une 
molecule de cholesterol ou de derive de cholesterol. Le couplage peut dtre 
effectuS par liaison covalente k une ou d chaque extrdmite du polynucleotide, 

15 ou encore par insertion a c&t§ de chaque base d'au moins une molecule 
lipidique. Ce couplage peut 3tre effectue directement lors de la synthase dU 
polynucleotide en utilisant dans le synthetiseur d'oligonucleotides un reactif de 
type Cholesterol Phosphoramidite au lieu du reactif Phosphoramidite 
habituellement utilise. 

20 Les antigenes dont il est possible de potentialiser I'effet grdce a 

remuision selon. la presente invention, peuvent etre de nature variee ; il peut 
notamment s'agir de proteines, de glycoproteines. de glycoconjugues. de 
. . . polyosides ou encore de polynucleotides comprenant des fractions d'ADN . 
susceptibles de conduire i I'expression de molecules d'lnteret ; il peut 

25 egalement s'agir d'un melange de differents antigdnes. De particulierement 
bons resuitats ont ete obtenus avec une composition comprenant des 
antigenes de la grippe teis qu'ils sont presents dans le vaodn commercial 
VAXIGRIP™. 

On peut obtenir une emulsion selon invention en procedant de ia fe^on 
30 suivante : on melange tout d'abord, sous agitation, i'huile avec la phase 
aqueusa constituee eventuellement par une solution tampon dans laquelle a 
ete incorpore un surfactant Le melange obtenu est homogeneise au moyen, 
par exemple, d'un agitateur e heiice, afin de conduire k une emulsion du type 



10 



-6- 

hulle dans eau. De prtterence. on traite ensuite I'dmulsloh obtenue au moyen 
rfun microfluidiseur afin de rMuire les gouttelettes d'hufle d un diametre 
irtfSrieurd2C}0nm. 

Puis, cBtte dnHJision dtant mafntenue sous agitation, on lui ajoute 
simplement le polynucltotlde auquel a etS coupid le liplde. et on obtlent 
rdmuision objetde la prSsente invention. 

Lorsque cette dmulslon est destinee i fetra utilise comma Immuno- 
adjuvant, on la mdiange sous agitation, i una composition comprenant 
I'antlgdne dont on souhaite potentiaiiser I'effet Le melange peut etre 
Svantageusement efftetui dans un rapport volumique de 1. On peut, ensuite, 
v6rifler I'effet inattendu et notamment I'effW synerglque obtenu sur la 
stimulation du systdme Immunltaire par rutillsation simultante d-un 
polynucleotide coupid d au moins une mol^le de liplde. et son incorporation 
d une Emulsion de type huile dans eau. 
15 A catte fin. il est possible de realiser un test d'lmmunog6niclt§ sur des souris 
divistes en plusleurs groupes, d qui on administra. sulvant le groupe : 

- soft une composition comprenant unlquetnent i'antig6ne ou le melange 
d'antigdnes vis-d-vis desquels on veut tester I'effet Imraunostimulant de 
I'imulsion selon rinventlon. 

20 - soifune composition, comprenant I'antig^e ou les antlgSnes d'intSrdt S 
laquelle a 6td ajoutee me solution comprenant uniquement des 
polynucleotides cbupids h au moins une moldcule de iipides, 

- solt une composition comprenant I'antigdne ou les antigSnes d'int^r&t a 
laquelle a 6td ajoutie une emulsion de type huile dans eau, sans 

25 poiynuddotlde. ou avec un polynucleotide dipourvu d'acliviti 
immunostlmulante vis-^vls des antigtees administr§s, 

- solt une composition comprenant Tantigftne ou les antlgenes d'lnt§r6t d 
laquelle a etd ajoutde una Emulsion selon I'invention. 

30 Pour chacune des souris immunisdes, on peut, ensuite, ddterminer la 

quantity et la nature des anticorps produits ca qui parmet de determiner la 
GMT (ou Moyenne G6om6trique du Titre en Anticorps) ; on peut egalement 
effectuer des dosages des (^oldnes produltes ; en outre, on peut effectuer des 
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dosages permettant de determiner la reponse cellulaire du syst^me 
immunitaire. 

Les r^sultats obtenus ont montre un effet synergique important des 6ldments 
constttuant r^mutsion seion invention. 
5 De plus, I'dmulsion obtenue selon Tinvention prSsente une stability 

accrue par rapport aux Emulsions de m§me nature, i.e. celles constituees d*une 
phase aqueuse et d'une phase huileuse tdentlques. mais dSpourvues de 
polynucieotides. 

Les exemples qui suivent lllustrent de fa^on plue precise un mode de 
10 nialisation de invention. 

Exefpple 1 

On prepare des oligonucleotides grace d un automate synth6tiseur foumi par 
IS Applied Biosystems qui met en oeuvre la methode chimique standard =^^u 

phosphoramidite et qui comporte k cheque cycle une 6tape tfoxydation. 

Cette etape d'oxydation est r&aWs&e au moyen tfune solution 

iode/eau/tetrahydrofurane/acetonitrile pour obtenir une liaison phosphodiaster 

et au moyen d'une solution tetraethyithluram/acetonitrile pour obtenir une 
20 liaisori phosphorothtoate. On prepare ainsi un oiigonucfdotide 3 Db(S) dont la 

sequence est reproduite sous SEQ ID NO 1 et qui comporte des liaisons 

phosphorothioatesurtoute sa longueur. 

On prepare . Sgalement un oligonucleotide MGC (S) dont la :86quence est 
reproduite d SEQ ID NO 2, qui comporte & la fois des liaisons phosphodiaster 
25 et des liaisons phosphorothtoate. Les liaisons phosphorothlate sont situdes d 
chaque extrdmitd ; il y a 2 liaisons phosphorothioate en 3' et 5 liaisons 
phosphorothioate en 5'. Get oligonucleotide ne possede pas de sequence 
palindromique, et notamment pas de sequence CG. 

30 Exemple2 

On prepare des oligonucleotides auxquels sont couples aux extremites des 
molecules de cholesterol La synthese de ces oligonucleotides 3 Db(S)-^ol et 
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MGC(S)-chol est effectude de la m6me maniere qutd I'exempte 1, d I'exception 
du reactif Phosphoramfdite qui est remplacd par un reactif spdcifique. le 
CholBst6rol^N™ Phosphoramidite fbumi par la soddte CLONTECH Lab. Inc. 
(USA), lors du premier et du dernier cycle de synthase afin d'obtenir une 
! mol6cula de eholestdrol insdrto avant chacun des nudtetides d'extr^mlte. 
Les sequences de nucleotides obtenues sent identiques a celles des 
oligonudSotldes dicrits d I'exemple prficMenL 

gxemola 3 
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On dispose de 10 ml de tampon PBS auxquels on ajoute 25 mg de Tween^BO 
• et 500 rag de squaldne. Le melange obtenu est 6mulsionne grace d un appareil 
ULTRA-TURRAX« T25 pendant 1 min d 13500 toura/mln. 
L'Smulsion obtenue est ensuite fluidisde grhce d un traitement de 5 qrcles d 
15 500 Psi dans un microfluldiseur Micrafluidics™. 

PrSparation d-une dmuision squaltoe/PBS coraprenant des polynucleotides 
20 couples d du cholesterol. 

On prepare une. emulsion immunostimulante selon Finvention en melangeant 
435 Hi de la soli^on e 2.3 g/l de 3Db(S) coupie au cholesterol ot>tenue e 
I'exemple 2 (soit 1 mg d-oligonudeotide). avec 2 ml de I'emulslon 
squalene/PBS obtenue e i'exemple 3. malntenue sous agitation. 
On prepare une autre emulsion en melangeant 263 nl de la solution e 3,81 g/l 
de MGC(S) couple d du cholesterol obtenue e I'exemple 2 (soit 1 mg 
tf oligonucleotide) avec 2 ml de I'emulslon squaiene/PBS obtenue a I'exemple 
3, maintenue sous agitation. 
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Exemole 5 

Preparation des compositions dMmmunisation. 

On prepare des doses d'immunisation de diffSrentes natures en ajoutaht sous 
S agitation 2 ml de vaccin splitte contre la grippe NIB16 (monovalent A/Singapore 
H1N1) contenant 100 d'hdmagglutinine HA en tampon PBS & 2 ml de 
chacune des preparations suivantes : 

- tampon PBS 

10 - solution M6C(S) obtenue d Pexemple 1 , 

- solution MGC(S>clioI obtenue d Pexemple 2. 

- emulsion MGC(S}-chol obtenue & i'exemple 4. 

- solution 3Db(S) obtenue & I'exemple 1. 
-solution 3Db(S)-dioi obtenue k Texemple 2, 

IS - emulsion 3Db(S)-chol obtenue d i'exemple 4. ^ 

Exemole 6 
Immunisation. 

20 On dispose de groupes de 6 sourls Balb/c femelles &gees de 6 d 8 semairies. 

chaque groupe com^spondant a une des preparations effectuees a I'exemple 6. 

Chacune des souris est immunisee avec 200^1 de la preparation con^pondant 
r d son groupe et reQOit done Stig de HA par immunisation, chaque souris etant 

immunlsefe 2 fois & 3 semaines dintervatle, avec la m&me preparation. 
25 2 semaines aprfes la deuxi6me injection, on mesure la r6ponse en anticorps 

speclfiques anti4^A, grace e un test ELISA, et on d6temiine la GMT pour les 

Ig61 ainsi que pour les lgG2a. 
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GMT/lgGI 


GMT/lgG2a 


HAuniquement 


38062 


2137 


HA/M6C(S) 


37516 


1050 


HA/MGC(S)-chol 


26039 


1498 


HAyMGC(S)-chol/6mui8ion 


264776 


26981 


HA/3Db(S) 


63 939 


43529 


HA/3Db(S)-chol 


65904 


31066 


FW3Db(S)-chol/6mulsion 


611301 


218 142 



Les resultats obtenus confirment que ('oligonucleotide 3Db(S) est bien dotd de 
propridtds immunostlmulantes car II est capable d'induire un aocrolssement de 
la r6ponse en anllcorps par rapport d ca qui est obtenu lors da radmlnlstratlon 

15 des anUgdnes seuls. Par contra.- les risultats obtenus avec I'oligonucl6otlde 
M6C(S) ne dSmontrant pas d*actlvlt6 immunostimulante . 
□'autre part, on remarque que, de fagon inattendua. I'dmulslon contenant un 
polynucldotlde Immunostlmulant tel que le polynuddotide 3Db(S) conduit d une 
production d-antlcorps nettement supdrieure i celle obtenue avec une dmulsion 

20 conterant le pol/nucltotide MGC(S)-chol; cet effet est encore plus 
remarquable en ce qui conceme la production d'lgG2a; ce qui est Indicateur 
d'une orientation de la rdponse Immunltaire vers un type TH1, orientation 
parfbis souhaitda dans certaines cibles vacdnales. 

En effet, en considdrant que Peflfet attendu d'une Emulsion est I'effel obtenu 
25 avec I'dmulslon HAfl\«GC(S)-chol. ( I'oligonuddotide MGC{S) n'ayant par lui- 
m6me aucun effet immunostlmulant vis-d^is des antigenes administres ainsi 
que oela est analyst cl-dessus), on note un efTet synergique Important de 
l'§mulsion selon I'lnvention car le titre obtenu pour la production d'anticorps, 
que ce soft pour les IgGI ou de fa?on plus nette encore pour les IgG2a, est 
30 nettement supdrieur d la somme des titres obtenus s6par6ment pour chacune 
des 2 composition* (dmuision HA/MGC(S) d'une part et solution HA/3Db(S) 
d'autra part) 
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Exemple 7 . 

On prepare des compositions vacdnales comprenant les §t6ments suivants: 

- antigenes sous-unitaires contre le RSV (ou Virus Syndtial Respiratoire) en 
S presence de gel d'aluminiumt a raison de 1 (jgramme de proteines totales 

(Prot6ines F, G et M) 
en tampon PBS ou additionnd suivant le cas des aliments suivants: 

- solution 3Db(S) obtenue § i'exemple 1 , 

- emulsion 3 Db(S) obtenue a Texemple 4, 
10 emulsion MGC(S) obtenue i Fexemple 4. 

Les doses sont de SOplitres et comprennent 50 microgrammes 
d'oligonucldotides. 

Ces compositions sont administrees i des souris d JO et a J28; 5 a 6 semaines 
15 aprds Tinjection de rappel, on preleve les rates des souris afln d'ivaluer la 
quantity d'interfeipn y pnDduite. 

On obtient les rdsultats suivants, apr&s dosage ELISA effectud aprfts 
restimulation secondaire in vitro: 





Quantity d* Interferon en pg/ml 


Antigdnes ■<■ Adjuvant aluminium 


3432 




2565 




2998 


Antigenes + Adjuvant aluminium 


13400 


•(■3Db(S) 


9543 




1147 


Antigenes + Adjuvant aluminium 


5130 


••• dmulsion MGC(S) 


9216 




7173 


Antigenes + Adjuvant aluminium 


57394 


•<■ emulsion salon I'lnvention 


42285 




49839 
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Ces r^sultats montrent ciairement ia synergie obtenue en utilisant un 
ollgonuol6oticle Immunostlfnulant et une dmulsion seion rinvenHon ,• forsqi/on 
s'int6ress9 au RSV et qu'on observe la production cfinterfdrwi y qui est un bon 
S indicateur de ia rdponse TH1 . 

On prSpare des doses dimmunisatlon identiques & celies de rexempie 7, d 
10 rexceptlon des antigdnes RSV qui ne sort pas en presence de .^1 
tfaluminium. Les doses de SOMlitres sort administr^es en intramuscuiaire d des 
groupes de 6 souris. 

4 semaines aprte rimmunisation, les souris sort saigntos et ies taux 
d-anticorps arti-protdines F sort ddtenninds par fitrage BJSA. l^s rdsultats 
15 obtenus sort r6eapitul68 dans ie tableau sulvart; 



'AWO0(tflS256 



.13- 



PCr/FIt99iDil77 





tgG 


igGI 


lgG2a 


Antigdnes-t-PBS 


100 


100 


100 






100 


100 


100 


7.* ••' 




100 


100 


100 






100 


100 


106. 






100 


100 


100 




Antig§nes + 


6400 


400 


6400 




3Db(8) 


6400 


400 


12800 






12800 


800 


6400 






6400 


400 


3200 






3200 


100 


25600 






6400 


400 


25600 




Antjgdnes 


12800 


1600 


6400 




Emulsion MGC(S) 


6400 


400 


100 






51200 


6400 


100 , 






25600 


1600 


100 






25600 


1600 


100 




Antigdnes -<■ 


25600 


1600 


25600: 




dmuision selon 


12800 


400 


12800 




I'inventloh 


51200 


1600 


25600 






102400 


6400 


1600 






51200 


3200 


25600 





Ces rdsultats corrflmnent rirttdr6t cfutiliser une dmulsion selon Hnvention dans 
le cas ou les antigenes sont les antigdnes du Viais Syncltial Respiratoire. 



WO00/IS2S6 



-14- 



PCMK99/D2I77 



REVENDICATtONS 

1. Emulsion Immunostimulante du type huile dans eau. comprenanl au 
5 moins une phase aqueuse et une phase huileuse, caract6risee en ce qu'elle 
comprend en outre au moins un polynucleotide immunostlmulant dont au moins 
une partie est couplde de fe^on covalente k au moins une mol6cule llpldique. 

Z Emulsion salon la revendicatlon 1, caractgrisSe en ce que la moldode 
10 lipidlque est une molecule de eholestdrel. 

3. Emulsion seion une des revendlcations pr6c§dentes. caracterisee en 
ce que le polynucleotide Immunostimulant comprend au moins une sequence 
palindromique. 

15 

4. Emulsion salon une des revendlcations pr^dentes, caracterisde en 
ce que le polynucleotide Immunostlmulant est un ollgodesojynuclfiotlde 
phosphodiester. phosphorothioate ou un hybride phosphodiester 
phosphorothloate'. 

20 

5. Emulsion selon une des revendlcations precedentes, caracterisee en 
ce que le polynucleotide Immunostimulant comprend une sdquence 
GAGAACGCTCGACC7TCGAT. 

25 6. Emulsion selon une des revendlcations pr6c6dentes caracterisee en 

ce que la partie couplee k au moins une molecule llpldique est sKuee d 
I'extremite 5* du polynucleotide. 

7. Emulsion selon une des revendlcations precedentes, caracterisee en 
30 ce que la molecule llpldique est une molecule de cholesterol. 

8. Emulsion selon une des revendlcations precedentes, ca-acterisee en 
ce qu'elle comprend. en outre, au moins un surfactant 

35 g. Emulsion selon la revendication 8, caracterisee en ce que le 

surfactant est du Tween 80. 
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10. Emulsion seloo une qlesrevendicatldns i ii9, catteldrisie en ce que: 



, ' ;V ii;conipositiori\yacdn9le 

' \ ' ' ; is carac^ris^eeri ce qM'elle^c^^ 

1 , selon une desrevenc^^^ 4^^^ - 

1Z Gomptpsja©n vacx^ 
4' r . / ' tSrisdeenoetju'eiie M^ 
- . ■ }: ,-,',10 ■ . . ' - ' , * : 

, 13/Cbmposjtibri vaodnale 



15. Utilisation tfuheitoiulalonM 1 a 10, pour 

\ la febrlcaiHdn ePun roWjcaifnerit itej^rtS^ii pifoduir^ urw rtporiso de type THI; ■ ^ 

20- . ■;• ■.■•v,'".-,.-.^ ..... . ■'■ ^- 

r 16. Utliisf^bn tfune imuli^bn selbn ime das Id 10, pour 
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LISTE DE SEQUENCES 

(1) INFORMATIONS GENERALES: 

(i) D&POSAliTs 

(A) NOM: Pasteur Merieux Serums £ Vaccins 

(B) RUE: 58 avenue Laderc 

(C) VILLE: Lyon 

(E) PAYS: France 

(F) CODE POSXAL: 69007 

(G) TELEPHONE: 33 (0) 4 72 73 70 90 

(H) TELECOPIES 33 (0) 4 72 73 78 50 

tii) TITRE DE L- IKVENTIOlTt Enulslon InaiMnostinulante 
(ill) NOMBRE DE SEQUENCES: 2 

(Iv) FORME DECHIFFRABLE PAR ORDINATEUR: 

(A) TYPE DE SUPPORT: Floppy dlaJc 

(B) ORDINATEUR: IBM PC conpatible 

(C) SYSTEMS D' EXPLOITATION: PC-DOS/MS-DOS 

(D) LOGICIEL: Patentln Release #1.0, Version #1.30 (023) 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 1: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUQffCE: 

(A) LONGUEUR: 20 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINSt aismle 

(D) CONFIGURATION: lin,aire 

iii) TYPE DE »LECULE: Autre acide nucl,ique 
(Xi) DESCRIPTION OB LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 1: 
GAGAACGCTC GACCTTCGAT 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO:. 2: 

(i) CARACTBRISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 20 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: Simple 

(D) CONFIGURATION: lin^aire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: Autre acide nucl,ique 
.{Xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID KO: 2: 
GGGGTCAAfiC TT6AGGGGGG 
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